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る中心的な臓器である。その中でも Cytochrome P450 (CYP) 3A4 は肝臓に存在す
る主要な薬物代謝酵素であり、臨床で使用される 50%以上の医薬品の代謝に関



























代謝に関与する CYP2C19 において、日本人ではおよそ 16%がその活性をほとん
ど有さない低代謝型であるのに対し、白人ではその割合は低い 13)。同様に、
CYP2C9 や CYP2D6 、 抱 合 反 応 に 関 与 す る uridine diphosphate 





























































 本研究では低分子化合物に着目し、ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化誘導を
促進する低分子化合物の探索を行った。その中で肝細胞の成熟化に影響を与え
る化合物として celecoxib がヒットした。Celecoxib は non-steroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs) として用いられている低分子化合物であり、






た、NSAIDs は peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) γ 活性化作用や
Wnt/β-Catenin シグナル阻害作用を示すことも報告されている 29-32) 。Celecoxib に
おいては、signal transducer and activator of transcription (STAT) 3 活性化抑制作用を
有することが報告されている 33)。近年、celecoxib はラットにおいて肝がん形成
抑制作用を示すとともに、STAT5 の活性化作用を介して発がんによる種々の
CYP 発現量低下を抑制し、正常レベルへと回復させることが明らかとなった 34) 。
また、マウスにおいて STAT5 の欠損は肝臓での脂質代謝に関与する CYP 分子種
やステロイドホルモンの代謝に影響を与えることが報告されており、STAT5 は
肝機能に重要な転写因子であることが示唆されている 35-37)。しかしながら、
celecoxib がヒト iPS 細胞から肝細胞への分化成熟にどのように影響を与えるか
は未だ明らかとなっていない。 
そこで本章では、ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化に与える celecoxib の効果
及びその作用機序について検討を行った。また、薬物動態試験に利用されている








ヒト iPS 細胞 (Fetch、Tic 及び Windy) は、ヒト胎児肺線維芽細胞 MRC-5 に
OCT3/4、SOX2、KLF4、c-MYC 遺伝子を導入後、クローン化した細胞であり、国
立成育医療研究センター梅澤明弘博士よりご供与いただいた。フィーダー細胞
は mouse embryonic fibroblast (MEF) を使用した。凍結ヒト肝細胞  (lot. 
HPCH10/1310262; 20～71 歳 10 個体混合肝) はゼノテック社 (カンザス州レネ
クサ、米国) より、acetylsalicylic acid、dexamethasone (DEX)、Dulbecco's Modified 
Eagle Medium (DMEM) (High Glucose)、DMEM/Ham’s F-12 medium (DMEM/F12)、
recombinant human growth hormone、meloxicam、mouse monoclonal anti-human 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) antibody、oncostatin M (OSM)、
rifampicin (RIF)、valproic acid (VPA) は和光純薬工業 (大阪) より、Goat Anti-
Mouse IgG H&L (Alexa Fluor 488)、Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor 488)、
GlutaMax、KnockOut DMEM (KO-DMEM)、KnockOut serum replacement (KSR)、
Roswell Park Memorial Institute medium、GlutaMax supplement (RPMI + GlutaMax)、
Rhodamine Phalloidin は Thermo Fisher Scientific (マサチューセッツ州ウォルサム、
米国) より、celecoxib、ketoprofen、ketoconazole、nimesulide、pioglitazone は東京
化成工業 (東京) より、Accutase、dimethyl sulfoxide (DMSO)、pimozide はナカラ
イテスク (京都) より、rabbit monoclonal anti-human hepatocyte nuclear factor (HNF) 
4α antibody、rabbit monoclonal anti-human STAT5 antibody、rabbit monoclonal anti-
human phospho-STAT3 (p-STAT3) antibody、rabbit monoclonal anti-human phospho-
STAT5 (p-STAT5) antibody は Cell Signaling Technology (マサチューセッツ州デン
バー、米国) より、L-Glutamine (L-Glu)、non-essential amino acids (NEAA)、penicillin-




Mouse IgG H&L (HRP)、Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (HRP)、mouse monoclonal anti-
human albumin (ALB) antibody は abcam (ケンブリッジ、英国 ) より、 2-
mercaptoethanol (2-ME) は Sigma (ミズーリ州セントルイス、米国) より、fibroblast 
growth factor 2 (bFGF)、hepatocyte growth factor (HGF) は PeproTech (ニュージャ
ージー州ロッキーヒル、米国) より、mitomycin C (MMC) は協和発酵キリン (東
京) より、activin A は Shenandoah Biotechnology (フィラデルフィア州ウォーウィ
ック、米国) より、Y-27632 は focus biomolecules (ペンシルベニア州プリマス・
ミーティング、米国) より、fetal bovine serum (FBS) は biowest (ニュアイエ、仏
国) より、Cosmedium 004 for Hepatocyte (Cosmedium 004) はコスモバイオ (東京) 
よ り 、 potassium bisperoxo (1,10-phenanthroline) oxovanadate (V) trihydrate 
(bpV(phen)) は Cayman Chemical (ミシガン州アナーバー、米国) より、rabbit 
polyclonal anti-human STAT3 antibody は Proteintech (イリノイ州シカゴ、米国) よ
り、 mouse monoclonal anti-human α-fetoprotein (AFP) antibody は Santa Cruz 
Biotechnology (テキサス州ダラス、米国) より、BlockAce は DS ファーマバイオ
メディカル (大阪) より、cell counting kit-8 は同仁科学研究所 (熊本) より、
Dulbecco’s phosphate buffered saline without calcium, magnesium (D-PBS (-))はタカ
ラバイオ (滋賀) より、Growth Factor Reduced (GFR) Matrigel は Corning (ニュー
ヨーク州コーニング、米国) より、Agencort RNAdvance Tissue Kit は Beckman 
Coulter (カリフォルニア州ブレア、米国) より、ReverTra Ace qPCR RT Master Mix









 未分化なヒト iPS 細胞はKondoらの報告を参考に、20% KSR、1% MEM NEAA、
2 mM L-Glu、0.1 mM 2-ME、5 ng/mL bFGF を含む DMEM/F12 を用いて、MMC 
処理により増殖能を不活化した MEF 上で培養した。 
 凍結ヒト肝細胞は thawing medium without additives (BIOPREDIC International、
レンヌ、仏国) を用い、解凍した。解凍した肝細胞は additives for hepatocyte seeding 
medium (BIOPREDIC International) を 添 加 し た basal hepatic cell medium 
(BIOPREDIC International) に懸濁し、collagen type I にてコートした細胞培養用
ディッシュに播種した。播種 12 時間後に培地を additives for hepatocyte culture 
medium (BIOPREDIC International) を添加した basal hepatic cell medium に交換し、
36 時間培養した。 
 
2.2.3 ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化誘導 
 ヒト iPS 細胞 (Fetch、Tic 及び Windy) から肝細胞への分化誘導は Kondo らの
報告 17)を基に行い、ヒト iPS細胞株間での celecoxib効果の比較検討実験を除き、
実験にはヒト iPS 細胞 (Windy) を用いた。ヒト iPS 細胞を 0.5% FBS、100 ng/mL 
activin A を含む RPMI + GlutaMax 培地で 3 日間培養後、2% KSR、100 ng/mL activin 
A を含む RPMI + GlutaMax 培地でさらに 2 日間培養することで内胚葉へと分化
させた。分化誘導 5 日目に、細胞を Accutase にて 5 分間処理することによって
剥離し、あらかじめヒト iPS 細胞用培地にて 30 倍に希釈した GFR Matrigel でコ
ートした細胞培養用 24 well-plate あるいは 96 well-plate に 1×105 cells/cm2 で播種
した。細胞播種後、20% KSR、1% GlutaMax、0.1 mM NEAA、0.1 mM 2-ME、1% 
DMSO を含む KO-DMEM で 7 日間培養することにより肝芽細胞へと分化させ




Cosmedium 004 で 7 日間、2 mM VPA を除いた 10 ng/mL HGF、20 ng/mL OSM、
100 nM DEX、2 mM VPA を含む Cosmedium 004 で 3 日間、Cosmedium 004 で 3
日間培養することにより肝細胞へ分化させた。 
薬物代謝酵素の誘導剤処理は 40 μM RIF を含む Cosmedium004 で回収前 48 時




分化誘導後の細胞を PBS で 2 回洗浄後、4% paraformaldehyde を用いて室温に
て 20 分間固定処理し、0.1% Triton X-100 を用いて室温にて 10 分間膜透過処理
を行った。その後、2% ウシ血清アルブミンを用いて室温にて 30 分間ブロッキ
ング処理を行った。ブロッキング処理後、一次抗体はmouse monoclonal anti-human 
ALB antibody (1:200)、mouse monoclonal anti-human AFP antibody (1:100) あるいは
rabbit monoclonal anti-human HNF4α antibody (1:200) を用いて 4°C にて一晩反応
させた。二次抗体は Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (1:500) あるい
は Donkey Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488) (1:500) を用いて遮光下室温に
て 60 分間反応させた。また、F-actin 染色時には二次抗体溶液に Rhodamine 
Phalloidin (1:200) を添加した。核染色は 1 µg/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) を遮光下室温にて 5 分間処理することで行った。染色後の細胞は、
ECLIPSE Ni microscope (Nikon、東京) にて観察した。 
 
2.2.5 RT-qPCR 解析 





NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定し、 cDNA の合成は
ReverTra Ace qPCR RT Master Mix を使用し 0.5 μg の total RNA から添付マニュ
アルに従い、サーマルサイクラーを用いて 37°C にて 15 分間、50°C にて 5 分間、
98°C にて 5 分間処理することで行った。 
PCR プライマーは Table 2-1 に示したものを用いた。Real-time PCR の反応混合
液は KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master mix ABI Prism を用い、最終容量 10 μL で
行った。反応は ABI 7300 real time PCR System (Thermo Fisher Scientific) を用い
て、95°C にて 3 分間プレインキュベーション後、95°C にて 3 秒間、60°C にて
31 秒間のサイクルを 40 サイクル行った。結果は内在性コントロールとして
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) を用いて補正し、算出した。 
 ポジティブコントロールとして、凍結ヒト肝細胞解凍直後 (HPHs 0 h) 及び凍





Table 2-1. Polymerase chain reaction (PCR) primer sequences 
Gene 
names 
Forward primer sequences (5'→3') Reverse primer sequence (5'→3') 
ALB GAGCTTTTTGAGCAGCTTGG GGTTCAGGACCACGGATAGA 
ASGR1 AGGCAATGTGGGAAGAAAGA CGGAGCGAGAGAACCAGTAG 
AFP AGCTTGGTGGTGGATGAAAC TCTGCAATGACAGCCTCAAG 
CAR TGATCAGCTGCAAGAGGAGA TGGATGTGCTGGATTTGGTA 
COX-2 GCTGGAACATGGAATTACCC TGCGGTACTCATTAAAAGACTGG 
CYP1A1 CCTCTTTGGAGCTGGGTTTG GCTGTGGGGGATGGTGAA 
CYP1A2 CTTTGACAAGAACAGTGTCCG AGTGTCCAGCTCCTTCTGGAT 
CYP2B6 ATGGGGCACTGAAAAAGACTGA AGAGGCGGGGACACTGAATGAC 
CYP2C9 GACATGAACAACCCTCAGGACTTT TGCTTGTCGTCTCTGTCCCA 
CYP2C19 GAACACCAAGAATCGATGGACA TCAGCAGGAGAAGGAGAGCATA 
CYP2D6 CCTACGCTTCCAAAAGGCTTTT AGAGAACAGGTCAGCCACCACT 
CYP2E1 GACCACCAGCACAACTCTGA CCCAATCACCCTGTCAATTT 
CYP3A4 CTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTAC TGCATCAATTTCCTCCTGCAG 
HPRT CTTTGCTTTCCTTGGTCAGG TCAAGGGCATATCCTACAACA 
IL-1β GTGGCAATGAGGATGACTTGTTC TAGTGGTGGTCGGAGATTCGTA 
IL-6 AGCCACTCACCTCTTCAGAAC GCCTCTTTGCTGCTTTCACAC 
IL-8 CTGATTTCTGCAGCTCTGTG GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG 
NF-κB GATAGTTTCGGCGGTGGTAG CATGCTTCATCCCAGCATTA 
PXR AGGATGGCAGTGTCTGGAAC AGGGAGATCTGGTCCTCGAT 
TAT ATCTCTGTTATGGGGCGTTG TGATGACCACTCGGATGAAA 
TNFα GGCAGTCAGATCATCTTCTCG GCTGGTTATCTCTCAGCTCCAC 








2.2.6 CYP3A4 活性測定 
 分化誘導後の細胞を PBS で 2 回洗浄し、3 µM luciferin isopropyl acetal (Luciferin-
IPA) を含む Cosmedium 004 で 24 時間培養した。CYP3A4 の阻害群には 10 µM 
ketoconazole を同時に添加した。培養後、各 well から 50 µL ずつ培養上清を白色
96-well plate へ移し、等量の Luciferin detection reagent を添加し、遮光下室温にて
20 分反応させた。反応終了後、各 well の発光量を Synergy 2 modular multi-mode 
reader (BioTek、バーモント州ウィヌースキー、米国) を用いて測定した。活性は




 分化誘導 24 日目の細胞を 50 mM Tris･HCl (pH 6.8)、2% Sodium dodecyl sulfate 
(SDS)、10% glycerol、10% 2-ME を含む細胞溶解液を用いて回収し、超音波によ
る破砕処理後、100°C で 5 分間加熱処理を行った。各サンプルを 10%SDS ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動後、Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad 
Laboratories、カリフォルニア州ハーキュリーズ、米国) を用いて PVDF メンブレ
ンに転写した。その後、BlockAce を用いて室温にて 60 分間ブロッキング処理を
行った。ブロッキング処理後、一次抗体は mouse monoclonal anti-human GAPDH 
antibody (1:1000)、 rabbit polyclonal anti-human STAT3 antibody (1:2000)、 rabbit 
monoclonal anti-human phospho-STAT3 (p-STAT3) antibody (1:2000) 、 rabbit 
monoclonal anti-human STAT5 antibody (1:2000) あるいは rabbit monoclonal anti-
human phospho-STAT5 (p-STAT5) antibody (1:2000) を用いて 4°C にて一晩反応さ
せた。TBS-T で洗浄後、二次抗体は Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (1:1000) あ




温にて 60 分間反応させた。TBS-T で洗浄後、GAPDH の検出には Pierce ECL 
western blotting substrate (Thermo Fisher Scientific)、STAT3 及び STAT5 の検出には
ECL Prime western blotting detection reagent (GE Healthcare、リトル・チャルフォン
ト、英国)、p-STAT3 及び p-STAT5 の検出には SignalFire Elite ECL reagent (Cell 
Signaling Technology) を用いて検出を行った。検出及び解析は Amersham Imager 
600 (GE Healthcare) を用いて行った。 
 
2.2.8 統計学的解析 
 2 群間の比較は Student's t-test によって行った。多重比較は、分散分析を行っ
た後、Tukey’s HSD (honestly significant difference) test によって行った。その際の







2.3.1 Celecoxib を用いたヒト iPS 細胞からの肝細胞への分化 
 ヒト iPS 細胞から肝細胞への分化に celecoxib が与える影響を調べるため、分
化 16 日目から 24 日目までの 8 日間 celecoxib を添加した (Fig. 2-1A)。分化終了
後の細胞は肝細胞に特徴的な多核で敷石状の形態を示し、PAS 染色においても
陽性であった (Fig. 2-1B, C)。また、蛍光免疫染色により分化終了後の細胞のほ






Figure 2-1. Hepatocyte differentiation from human iPS cells using celecoxib. 
(A) Schematic timeline for hepatocyte differentiation of human iPS cells. (B) Morphology of 
differentiated hepatocytes. Each bar indicates 100 µm. (C) Images of PAS-stained differentiated 
hepatocytes. Each bar indicates 100 µm. (D) Immunofluorescence staining of various hepatocyte 
markers in differentiated hepatocytes. The images show immunofluorescence staining for ALB 
(left), AFP (center), and HNF4α (green) and F-actin (red) (right). Nuclei were counterstained with 
DAPI. Control (Ctrl) represents celecoxib-untreated hiHep, and celecoxib (Cele) represents 





2.3.2 Celecoxib のヒト iPS 細胞からの肝細胞分化に与える影響 
 Celecoxib の肝細胞分化に及ぼす影響を評価するため、分化終了後の細胞にお
ける mRNA 発現量を調べた。Celecoxib により肝細胞マーカーである
Asialoglycoprotein receptor 1 (ASGR1) や tyrosine aminotransferase (TAT)、AFP の
mRNA 発現量が有意に上昇した。また、核内受容体である Pregnane X receptor 
(PXR) や Constitutive androstane receptor (CAR)、薬物代謝酵素である UGT1A1 や
CYP1A1、CYP3A4、CYP2B6 の mRNA の有意な発現上昇が確認された (Fig. 2-
2)。この celecoxib による CYP3A4 発現量の増加はヒト iPS 細胞株 Fetch 及び Tic
においても認められた (Fig. 2-3A)。さらに、celecoxib 処理群では RIF の処理に
より CYP3A4 遺伝子発現量が有意に増加し、RIF による CYP3A4 の誘導が確認
された  (Fig. 2-3B)。遺伝子発現量の変化と一致し、CYP3A4 の代謝活性も
celecoxib 処理により有意に上昇した。また、この活性は CYP3A4 の阻害剤であ










Figure 2-2. Effects of celecoxib on mRNA expression of hepatocyte markers. 
RT-qPCR analysis of hepatocyte marker genes in hiHep. Relative mRNA expression levels in 
celecoxib-untreated hiHep [control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized to HPRT 
levels. Results are presented as means ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using 
Student’s t-tests: *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. Ctrl. ALB, albumin; ASGR1, asialoglycoprotein 
receptor 1; AFP, α-fetoprotein; CAR, constitutive androstane receptor; CYP, cytochrome P450; 
PXR, pregnane X receptor; TAT, tyrosine aminotransferase; UGT, UDP-glucuronosyltransferase; 





Figure 2-3. Activity and inducibility of CYP3A4 in hepatocytes differentiated from human 
iPS cells using celecoxib. 
(A) CYP3A4 mRNA expression level was analyzed in hepatocytes differentiated from two human 
iPS cell lines (Fetch and Tic). Relative mRNA expression levels in each celecoxib-untreated hiHep 
[control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized to HPRT levels. Results are presented 
as means ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using Tukey’s HSD test: **p < 0.01. 
(B) Induction of CYP3A4 mRNA expression in hiHep with rifampicin. Relative mRNA 
expression levels in each celecoxib-untreated hiHep [control (Ctrl)] were set to 1, and the values 
were normalized to HPRT levels. Results are presented as means ± SD (n = 3). Statistical analysis 
was performed using Tukey’s HSD test: **p < 0.01. RIF, rifampicin. (C) Metabolic activity of 
CYP3A4 in hiHep. Results are presented as mean ± S.D. (n = 4). Statistical analysis was 




2.3.3 COX 阻害及び PPARγ 活性化作用が肝分化に与える影響 
 Celecoxib は COX 阻害や PPARγ を活性化するなど様々な作用が報告されてい
る。そのため、これらの作用が肝細胞分化に関わっているか検討を行った。COX-
1 及び COX-2 の非選択的阻害剤である acetylsalicylic acid 及び ketoprofen、COX-
2 の選択的阻害剤であるmeloxicam 及び nimesulide をそれぞれ添加した。しかし
ながら、celecoxib とは異なり、CYP3A4 及び TAT の遺伝子発現量増加は確認さ
れなかった (Fig. 2-4)。 
 Celecoxib が PPARγ を活性化しているか調べるため、PPARγ シグナル下流の遺
伝子発現量変化を調べた。PPARγ シグナルの活性化は NF-κB の阻害を介して炎
症性サイトカインの産生を抑制することが報告されている。Celecoxib 添加終了
時の細胞では、NF-κB 遺伝子発現量の減少が認められ、また、炎症性サイトカイ
ンである interleukin (IL) -1β や IL-8、tumor necrosis factor (TNF) -α の遺伝子発現
量も減少した。さらに、IL-6 や COX-2 遺伝子発現量も減少傾向にあった (Fig. 2-
5A)。しかしながら、PPARγ のアゴニストであるpioglitazone の添加では、CYP3A4
遺伝子発現量増加は認められず、また、PPARγ シグナル下流の Phosphatase and 







Figure 2-4. Effect of other COX inhibitors on hepatocyte differentiation. 
RT-qPCR analysis of CYP3A4 and TAT mRNA expression levels in hiHep. Relative gene 
expression levels in [control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized to HPRT levels. 
Results are presented as means ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using Tukey’s 
HSD test. **p < 0.01 vs. Ctrl. Asa, acetylsalicylic acid; Keto, ketoprofen; Cele, celecoxib; Melo, 






Figure 2-5. Influence of celecoxib on inflammatory cytokines and effect of PPARγ activation 
on hepatocyte differentiation. 
(A) RT-qPCR analysis of inflammatory marker mRNA expression in hiHep. Relative mRNA 
levels in celecoxib-untreated hiHep [control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized 
to HPRT levels. Results are presented as mean ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed 
using Student’s t-test. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. corresponding Ctrl. IL, interleukin; COX, 
cyclooxygenase; NF-κB, nuclear factor-kappa B; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha. (B) RT-
qPCR analysis of CYP3A4 mRNA levels in hiHep. Relative mRNA expression levels in 
celecoxib-untreated hiHep [control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized to HPRT 
levels. Results are presented as mean ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using 
Tukey’s HSD test. **p < 0.01 vs. Ctrl. Cele, celecoxib; bpV(phen), potassium bisperoxo (1,10-




2.3.4 Celecoxib による STAT5 活性化作用が肝分化に与える影響 
 Celecoxib は STAT3 を阻害し、STAT5 を活性化することが報告されている。こ
の STAT3 及び STAT5 はともにリン酸化されることにより活性化するため、それ
ぞれのリン酸化体の量をウエスタンブロッティングにより定量し、celecoxib が
肝細胞分化過程において STAT3 及び 5 に影響を与えるか検討を行った。STAT3
では、celecoxib 添加群のリン酸化 STAT3 量はコントロール群と変化がなく、
STAT3には影響していないことが示唆された。一方、STAT5では、リン酸化 STAT5
量及び STAT5 総量に対するリン酸化 STAT5 量が増加した (Fig. 2-6A, B)。さら
に、STAT5 を阻害することが報告されているpimozide38)を celecoxib と併用する
ことにより、celecoxib による ASGR1 や CYP3A4 遺伝子発現量増加が抑制され
た (Fig. 2-6C)。しかし、STAT5 を活性化することが知られる成長ホルモン 39, 40)








Figure 2-6. Effect of STAT5 activation on hepatocyte differentiation. 
(A, B) Western blot analysis of STAT3 and STAT5. Representative blots are shown in (A). 
Quantified results are presented as means ± SD (n = 3) in (B). Statistical analysis was performed 
using Student’s t-test. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. Ctrl. Ctrl, control; Cele, celecoxib. (C) RT-
qPCR analysis of ASGR1 and CYP3A4 mRNA in hiHep co-incubated with celecoxib and 
pimozide (Pimo). Relative gene expression levels in [control (Ctrl)] were set to 1, and the values 
were normalized to HPRT levels. Results are presented as means ± SD (n = 3). Statistical analysis 
was performed using Tukey’s HSD test. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. Ctrl. (D) RT-qPCR analysis 
of CYP3A4 mRNA in hiHep. Relative gene expression levels in celecoxib-untreated hiHep 
[control (Ctrl)] were set to 1, and the values were normalized to HPRT levels. Results are presented 
as means ± SD (n = 3). Statistical analysis was performed using Tukey’s HSD test. **p < 0.01 vs. 





 薬物代謝酵素の中でも CYP3A4 は最も多くの医薬品の代謝に関与しており、
CYP の阻害による毒性発現や活性化による薬効低減など、医薬品相互作用の多
くに関わっている 41) 。分化誘導した肝細胞は celecoxib の添加により、コントロ
ール群と比較して ASGR1 や TAT などの肝細胞成熟化マーカー、PXR や CAR な
どの核内受容体、UGT1A1 や CYP3A4 などの薬物代謝酵素関連遺伝子発現量が
有意に増加した (Fig. 2-2)。また、celecoxib 添加群において、リファンピシンの
添加により CYP3A4 の発現量が有意に上昇しており、ヒト iPS 細胞由来肝細胞
が誘導能を獲得していることが示唆された (Fig. 2-3B)。リファンピシンによる
CYP3A4 の誘導は PXR を介して起こることが報告されている 42)。そのため、
celecoxib による CYP3A4 誘導能の獲得は、PXR 発現の増加によるものと考えら
れる。また、CYP3A4 活性においても celecoxib の添加により有意な増加が確認
され、また、ketoconazole の添加によりその活性は有意に減少した (Fig. 2-3C)。
これらの結果から、celecoxib を用いて分化誘導した肝細胞は、celecoxib 添加に
より成熟化が促進していることが示唆された。 
 Celecoxib は COX を阻害することで抗炎症、鎮痛作用を示す NSAIDs の一つ
である。NSAIDs は COX 阻害作用だけではなく、Wnt/β-カテニンシグナルの阻
害など COX とは無関係な作用も有することが知られている。そのため、celecoxib
以外の NSAIDs による肝細胞分化に与える影響を検討した。非特異的な COX 阻
害剤であるアスピリン、ketoprofen 及び COX-2 特異的な阻害剤である celecoxib、
meloxicam、nimesulide をそれぞれ添加したところ、celecoxib のみで CYP3A4 の
遺伝子発現量の増加がみられ、他の化合物では遺伝子発現量増加は認められな
かった (Fig. 2-4)。また、これは TAT においても同様であった。これらのことか





 Celecoxib は PPARγ を活性化することにより、NF-κB の阻害や PTEN の活性
化を介した Akt シグナルの阻害をすることが報告されている 43)。NF-κB は活性
化されると核内に移動し、炎症性サイトカインなどの炎症反応に必要な様々な
遺伝子を活性化する 44)。また、Akt シグナルは幹細胞の維持に重要であるとされ
ている 45, 46)。そのため、celecoxib による PPARγ 活性化が肝細胞分化に与える影
響を調べた。Celecoxib 添加により、NF-κB や TNFα、COX-2 やインターロイキ
ンなどの遺伝子発現量が減少しており、iPS 細胞由来肝細胞において celecoxib 添
加により PPARγ の活性化が起きていることが示唆された (Fig. 2-5A)。一方、
PPARγ のアゴニストであるpioglitazone を添加しても CYP3A4 の発現量は増加し
なかった。また、celecoxib と PTEN 阻害剤である bpV(phen)を併用しても CYP3A4
の発現量減少は確認されなかった (Fig. 2-5B)。以上のことから、celecoxib は
PPARγ を活性化しているものの、PPARγ の活性化は CYP3A4 遺伝子発現量増加
とは関与していないことが示唆された。 
 Celecoxib は STAT3 抑制作用を有していることが報告されている 33)。しかし、
本研究では STAT3 のリン酸化体量及びリン酸化体比に変化は認められず、
celecoxib により抑制されていないことが示唆された (Fig. 2-6A, B)。以前の報告
では、celecoxib は 50 µM 以上の高濃度で、STAT3 を活性化するタンパク質の結




れた (Fig. 2-6A, B)。さらに、STAT5 を阻害することが報告されているpimozide




量上昇が濃度依存的に抑制された (Fig. 2-6C)。これらのことから、celecoxib に
よる肝細胞機能向上は STAT5 の活性化によって起こることが示唆された。しか
し、STAT5 を活性化することが知られている成長ホルモン 39, 40)を添加しても









 これまでに、肝細胞分化に HNF4α が重要な役割を果たすことが報告されてい
る 50)。実際に、ヒト iPS 細胞からの肝細胞分化過程において HNF4α や NNF6 を
過剰発現させることで、より機能的な肝細胞を得ることが可能であることが示
されている 51, 52)。また、成長ホルモンは STAT5 を介して HNF4α や NNF6 の転
写を活性化させることが知られている 53)。これらの報告から、celecoxib による
STAT5 活性化が HNF4α や NNF6 のような転写因子の転写を調節することにより
ヒト iPS 細胞からの肝細胞分化に影響を与えている可能性がある。しかしなが
ら、分化終了後の肝細胞における HNF4α や NNF6 の遺伝子発現量には大きな変
化は認められず、celecoxib が STAT5 の活性化を介し、どのように肝細胞分化へ



































る in vivo での臓器作製が報告された 55, 56)。この報告では、膵臓の発生や β 細胞






















































N-2 supplement、B-27 supplement は Thermo Fisher Scientific、Rat ESGRO、
EmbryoMax KSOM Mouse Embryo Media (KSOM 培地)、EmbryoMax 1M HEPES 
Buffer Solution は Merck Millipore、M2 培地、酸性タイロード液は Sigma、L-Glu、
NEAA、penicillin-streptomycin は Biological Industries、DMSO はナカライテスク、
MMC は協和発酵キリン、D-PBS (-)用錠剤はタカラバイオ、FBS は biowest、KAPA 
SYBR FAST qPCR Kit Master mix ABI Prism は Kapa Biosystems、O.C.T. compound
は Sakura Finetek (東京)、QIAamp DNA Mini Kit は QIAGEN (メリーランド州ジャ
ーマンタウン、米国)、セボフルラン吸入麻酔液「マイラン」はマイラン製薬株
式会社 (大阪)、動物用ケタラール 50 (筋注用) は第一三共株式会社 (東京)、セラ
クタール 2 %注射液はバイエル薬品株式会社  (大阪 )、 human chorionic 
gonadotropin (hCG)、pregnant mare serum gonadotropin (PMS) はあすか製薬株式会













3.2.3 ラット ES 細胞の培養 
 異種間キメラマウスの作製には、蛍光タンパク質 (tdTomato) を発現したラッ
ト ES 細胞を用いた。ラット ES 細胞の培養は Yamaguchi らの報告 65)を参考に、
2 mM L-Glu、10 μM forskolin、3 μM CHIR99021、1 μM PD0325901、1,000 units/mL 
Rat ESGRO、N-2 supplement、B-27 supplement を含む DMEM/F12 と Neurobasal 
Medium の 1:1 混合培地を用いて、MMC 処理により増殖能を不活化した MEF 
上で培養した。培地交換は毎日行い、3 日毎に継代培養を行った。 
 
3.2.4 8 細胞期胚及び胚盤胞の採取 
 4週齢の雌性B6D2F1マウスにPMSを7.5 units/匹となるように腹腔内投与し、
その 47-48 時間後に hCG を 7.5 units/匹となるように腹腔内投与することで過排
卵を誘起させ、雄性 B6 マウスと 1 晩同居させた。翌朝、膣栓の確認を行った。
8 細胞期胚の採取は、交配 2.5 日後 (hCG 投与から約 56 時間後) に卵管周辺を摘
出し、卵管に注射針を挿入して M2 培地で灌流することにより 8 細胞期胚を得





 6 cm ディッシュ上に、M2 培地とラット ES 細胞懸濁液の小滴を作り、ミネラ





ようにゆっくりと注入ピペットを挿入し、ラット ES 細胞を 3-5 個注入した。注
入を終えた 8 細胞期胚は一晩培養し、胚盤胞まで発生したものを移植に用いた。
胚盤胞への注入では、注入ピペットを胚盤胞内部へ内部細胞塊を傷つけないよ








そこに 10-20 個程度の細胞からなるラット ES 細胞塊を加え、8 細胞期胚に接触
















 出生したマウスは実体蛍光顕微鏡 Leica M165 FC (Leica Microsystems、ヴェッ
ツラー、独国) を用いて、体表面における tdTomato の蛍光を確認することで、
キメラマウスであることを確認した。作出したキメラマウスは 4 週齢時に安楽
死させ、肝臓、肺、膵臓、心臓及び腎臓を摘出し、実体蛍光顕微鏡にて観察を行
った。観察後、各臓器の一部は免疫組織染色用に O.C.T compound により包埋し、
ドライアイスを用いて凍結した。包埋したサンプルは、-80°C で保存した。残り
の臓器全てをゲノム DNA 抽出用に用いた。 
 
3.2.9 qPCR 解析 
 ゲノム DNA はマウスから摘出した臓器をホモジナイズし、QIAamp DNA Mini 
Kit の添付マニュアルに従い抽出した。PCR プライマーは Table 3-1 に示したも
のを用いた。Real-time PCR の反応混合液は KAPA SYBR FAST qPCR Kit Master 
mix ABI Prism を用い、最終容量 10 μL で行った。反応は Eco Real Time PCR System 










[DNA]m0：マウス DNA 初濃度、[DNA]r0：ラット DNA 初濃度、Cqm：マウス Cq









 包埋した組織をクライオスタット (Leica Microsystems) により 10 µm の厚さ
で切り出し、スライドガラスに貼り付けた。その後の免疫組織染色は Katsuda ら
の 報 告 を 参 考 に 行 っ た 66) 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 張 り 付 け た 切 片 を
4%paraformaldehyde により室温にて 20 分間固定処理し、Immunosaver (日新 EM、
東京) を用いて 98°C で 45 分間処理することで抗原の賦活化を行った。その後、
0.3%H2O2 により室温にて 30 分間内在性ペルオキシダーゼの不活化を行い、さら
に Blocking One solution (ナカライテスク) を用いて室温にて 30 分間ブロッキン
グ処理を行った。ブロッキング処理後、mouse monoclonal anti-rat CYP2C6 antibody 
(Santa Cruz Biotechnology) (1:200) を用いて 4°C にて一晩反応させた。二次抗体
は Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP) (1:500) を用いて室温にて 2 時間反応させ、
ImmPACT DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories、カリフォルニア州バ
ーリンガム、米国) を用いて染色した。その後、ヘマトキシリンを用いて体比染
色を行い、ECLIPSE Ni microscope (Nikon) にて観察した。 
 





Forward: 5'- TGA GTT TTG GGC ATG AAT GA -3' 





Forward: 5'- CTC CAG ACC AAC CCT AGC AA -3' 





 多重比較は、分散分析を行った後、Tukey’s HSD (honestly significant difference) 
test により行った。その際の統計分析は、SPSS Statistics software package, version 







3.3.1 ラット ES 細胞を用いた異種間キメラマウスの作出 
 マウス受精卵と tdTOMATO で標識したラット ES 細胞を用いて、8 細胞期胚凝
集法、8 細胞期胚注入法、胚盤胞注入法によりマウス受精卵にラット ES 細胞の
寄与したキメラ胚を作製した (Fig. 3-1A-D)。産仔の体表面を蛍光観察すると、
一部の産仔において tdTOMATO の赤色蛍光が観察され、ラット ES 細胞の寄与
したキメラマウスであることが示された (Fig. 3-1E)。キメラマウスの作出率は
作出手法により異なり、2 つの胚を用いた 8 細胞期胚凝集法 (Two-embryo) では
3.3%、8 細胞期胚注入法では 4.7%、胚盤胞注入法では 12.5%であった (Table 3-
2)。しかしながら、1 つの胚のみを用いた 8 細胞期胚凝集法 (One-embryo) にお
いては、マウス出生率が非常に低く、キメラマウスは得られなかった。そのため、











Figure 3-1. Generation of chimeric mice using rat ES cells via three different methods. 
(A) Schematic diagram illustrating the injection and aggregation methods for introducing rat ES 
cells into mouse embryos. (B) Images of blastocyst injection, 8-cell injection, and 8-cell 
aggregation. (C) Uninjected rat ES cells (left) and tdTOMATO fluorescence (right). (D) Chimeric 
embryos after rat ES cell injection (left) and tdTOMATO fluorescence (right). (E) Fluorescence 
images of neonatal chimeric mice. The white dotted line represents a non-chimeric mouse. Scale 




Table 3-2. Generation of interspecies chimeric mice with rat ES cells using three 













One-embryo 98 7 7 0 
Two-embryo 244 40 32 8 
8-cell injection 149 39 32 7 
Blastocyst injection 64 28 20 8 
 
3.3.2 キメラマウス臓器の蛍光イメージング 















ウスでは陽性部が確認された (Fig. 3-2)。  
Figure 3-2. Contribution of rat ES cells to different organs in chimeric mice. 
The liver, pancreas, heart, lungs, and kidneys were harvested from non-chimeric and chimeric 
mice generated via 8-cell aggregation, 8-cell injection, and blastocyst injection. Whole organs 
were imaged for tdTOMATO expression, and tissue sections show the contribution of rat ES cells 




3.3.3 各臓器におけるラット ES 細胞の寄与率 
 各臓器へのより正確なラット ES 細胞の寄与率を確認するため、ゲノム DNA
を qPCR 法で解析する新たな算出手法を考案した。本手法により正確に寄与率




 各臓器におけるラット ES 細胞の寄与率を測定するため、切片作製に必要な一
部を除き、臓器全体をホモジナイズし、ゲノム DNA を調製した。キメラマウス
の各臓器から得られたゲノム DNA を qPCR 法で解析すると、胚盤胞注入法で作
出したキメラマウスでは肝臓へのラット ES 細胞の寄与はほとんど認められな












3.3.4 キメラマウス肝臓におけるラット CYP2C6 発現 
 ラット ES 細胞由来肝細胞がキメラマウス肝臓内でラット薬物代謝酵素を発
現しているか調べるため、マウス CYP2C アイソフォームと交差反応しない、ラ









Figure 3-3. Calculation of the rate of contribution of rat ES cells to the organs of chimeric 
mice. 
(A) Validation of the contribution rate calculation method. (B) The contribution rate of rat ES cells 
in each organ. The results are presented as mean ± SE (8-cell aggregation, n = 3; 8-cell injection, 











Figure 3-4. Immunostaining of chimeric mouse liver sections with anti-rat CYP2C6 
antibody. 
The livers of two chimeric mice, created using different methods, were immunostained, and the 





 本研究では、8 細胞期胚注入法、8 細胞期胚凝集法、胚盤胞注入法という 3 つ
の異なる手法を用いて、それぞれ異種間キメラマウスの作出に成功した。キメラ
マウスの作出率は胚盤胞注入法で最も高く、胚盤胞注入法がキメラマウスを最
も効率良く作出できることが示唆された (Table 3-2)。しかし、ラット ES 細胞の
寄与率は臓器によって異なるものの、8 細胞期胚注入法で作出したキメラマウス
においてより高い傾向にあった (Fig. 3-3)。 
 胚盤胞を用いた場合と比較し、8 細胞期胚を用いた場合にキメラマウスの作出
率が低下した。この原因として、32 から 64 個の細胞からなる胚盤胞と比較し、
8 細胞期胚では胚におけるマウス細胞に対するラット ES 細胞の割合が高いこと
が考えられる。また、1 つの胚を用いた凝集法では 2 つの胚を用いた凝集法と比
較し出生率が低かった。本研究では、胚とラット ES 細胞を凝集させる際に、胚
の数に依らず同数のラット ES 細胞を用いた。そのため、1 つの胚を用いた凝集






























値が算出され、正確にラット ES 細胞の割合が算出できていることが示唆された 















のに対し、8 細胞期胚注入法では寄与率の有意な上昇が認められた (Fig. 3-3B)。
加えて、その寄与率は胚盤胞注入法により作出したキメラマウスの膵臓におけ
るラット ES 細胞の寄与率と比較しても高かった。また、8 細胞期胚凝集法及び
8 細胞期胚注入法により作出されたキメラマウス肝臓内でラット肝細胞から
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